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NOUVEAUX OLIGOSACCHARIDES. LEUR PREPARATION ET LES 



COMPOSITIONS PHARMACEUTIOUES LES CONTENANT 



La presente invention concerne des oligosaccharides de formule : 




NHR 



(I) 



l 6 



5 leurs melanges, leurs diastereoisomeres, leur procede de preparation et les 
compositions phaimaceutiques les contenant. 

Des disaccharides sulfates possedant en extremite reductrice une structure 1,6- 
anhydro ont ete decrits par H.P. WESSEL, J. Carbohydrate Chemistry, 11(8), 1039- 
1052 (1992); aucune activite pharmacologique n'est mentionnee pour ceux-ci. 

10 Des trisaccharides sulfates comportant un motif 1,6-anhydro ont egalement ete decrits 
dans le brevet EP84999 et par Y. ICHIKAWA et coll., Carbohydr. Res, 141, 273-282 
(1985) comme intermediaires pour la preparation ^oligosaccharides superieurs. Ces 
trisaccharides ont une faible activite anti-Xa. 

Dans la formule (I) n est un entier de 0 a 25, Ri, R 3 , R4 et R 5 , identiques ou differents, 
15 representent un atome dliydrogene ou un radical SO3M, R 2 et R*, identiques ou 
differents, representent un atome dliydrogene ou un radical SO3M ou COCH3 et M 
est sodium, calcium, magnesium ou potassium. 

Ces oligosaccharides component ainsi un nombre pair de saccharides. 

Dans la formule (I), R4 est, de preference, un atome dliydrogene. 
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De fa<;on preferentielle, n est un entier de 0 a 10 et, en particuiier de 0 a 6 et encore 
plus particulierement de 1 a 6. 

Les oligosaccharides de formule (I) peuvent etre prepares par action d'un hydroxyde 
de metal alcalin ou d'ammonium quatemaire sur des oligosaccharides de formule : 




dans laquelle n est un entier de 0 a 25, Ri, R 3 > R* et R 5 , identiques ou differents, 
representent un atome dTiydrogene ou un radical SO3M, R 2 et R 6 , identiques ou 
differents, representent un atome dTiydrogene ou un radical SO3M ou COCH3 et M 
est sodium, calcium, magnesium ou potassium, ou un melange de ceux-ci. 

10 Cette reaction s'effectue en milieu aqueux, a une temperature de 40 a 80°C, a un pH 
de 10 a 13. 

Comme hydroxyde de metal alcalin qui peut etre utilise, on peut citer la soude, la 
potasse, Thydroxyde de lithium et Thydroxyde de cesium. 

Comme hydroxyde d'ammonium quatemaire qui peut etre utilise, on peut citer 
1 5 1 'hydroxyde de tetrabutylammonium. 

La quantite dtiydroxyde de metal alcalin ou d'ammonium quatemaire doit etre 
suffisante pour que le pH du milieu reactionnel reste stable durant toute la duree de la 
reaction. II est ainsi necessaire d f ajouter en continu tout au long de la reaction 
ITiydroxyde de metal alcalin ou d'ammonium quatemaire. 
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De preference, ltiydroxyde de metal alcalin ou d'ammonium quaternaire est sous 
forme de solution aqueuse de 1 a 5%. 

De fa^on preferentielle, la reaction s'effectue a une temperature de 60 a 70°C. 

Avantageusement, le pH reactionnel est de 1 1 a 12,5. 

5 La reaction est arretee par acidification du milieu reactionnel, par exemple par 
addition de resine acide telle que la resine Amberlite IR120 R (Fluka). 

Les oligosaccharides de formule (I) peuvent etre eventuellement purifies par 
chromatographic par permeation de gel de type polyacrylamide-agarose tel que celui 
commercialise sous la marque Ultrogel ACA202 R (Biosepra) selon le protocole decrit 
10 ci-dessous pour la separation des oligosaccharides intermediaires de formule (II) . Les 
oligosaccharides de formule (I) pour lesquels n est 0 ou 1 peuvent aussi 
eventuellement etre purifies sur colonne d'alumine avec comme eluant un melange 
eau-ethanol. 

Les oligosaccharides intermediaires de formule (II) et leurs melanges peuvent etre 
1 5 obtenus par separation par chromatographic sur gel d'un melange d'oligosaccharides 
(HI) obtenu par depolymerisation enzymatique de lTieparine ou depolymerisation 
basique de Tester benzylique de lTieparine ou d'un ester benzylique d'heparine 
d'hemisyn these. 

Cette chromatographic s'effectue sur des colonnes remplies de gel de type 
20 polyacrylamide-agarose tel que celui commercialise sous la marque Ultrogel 
ACA202* (Biosepra). De preference, on utilise une batterie de colonnes de gel 
polyacrylamide agarose. Le nombre de colonnes utilisees est adapte en fonction du 
volume, du gel et des oligosaccharides a separer. Le melange est elue par une solution 
contenant un tampon phosphate et du chlorure de sodium. De preference, la solution 
25 tampon phosphate est une solution a 0,02 mol/l de NaH,P0 4 /Na,HPO J (pH 7) 
contenant 0,1 mol/l de chlorure de sodium. La detection des differentes fractions est 
realisee par spectrometrie UV (254 nm) et ionique (IBF). Les fractions ainsi obtenues 
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peuvent ensuite etre eventuellement purifiees par exemple par chromatographic SAX 
(strong anion exchange) selon les methodes connues de I'homme du metier et 
notamment selon les methodes decrites par K.G. Rice et R.J Linhardt, Carbohydrate 
Research 190, 219-233 (1989), A. Larnkjaer, S.H. Hansen et P.B. Ostergaard, 
5 Carbohydrate Research, 266, 37-52 (1995) et dans le brevet WO90/01501 (exemple 
2). Les fractions sont ensuite lyophilisees puis desalees sur une colonne remplie de 
gel telle qu'une colonne de gel Sephadex G10 R ( Pharmacia Biochemicals). 

Lorsque la purification n'est pas realisee par chromatographic SAX, les lyophilisats 
peuvent etre eventuellement purifies par precipitation simple ou fractionnee selon les 
1 0 methodes connues de I'homme du metier et notamment selon la methode decrite dans 
le brevet FR2548672. De fa?on generate, on opere selon le protocole suivant : 

La fraction lyophilisee a purifier est dissoute a 25°C dans environ dix volumes d'eau 
distillee. Par ajout de methanol ou d'ethanol, on fait precipiter roligosaccharide 
desire en controlant son enrichissement par chromatographic CLHP 
(Chromatographic Liquide Haute Performance). L' ajout de methanol ou d'ethanol est 
determine en fonction de la purete et du rendement desire du dit oligosaccharide. De 
meme, cette operation peut etre realisee en plusieurs etapes successives a partir de la 
solution initiale de lyophilisat. Pour cela, on rajoute Fagent insolubilisant (methanol 
ou ethanol) par petites portions et on isole apres chaque ajout le precipite obtenu. Les 
precipites ainsi prepares sont analyses par chromatographic CLHP. Selon la purete et 
le rendement desire, on rassemble les fractions adequates de precipite. 

Pour les intermediates de formule (II) pour lesquels n = 0, 1 ou 2, il est preferable de 
partir d'un melange (III) obtenu par depolymerisation enzymatique. 

Cette depolymerisation s'effectue au moyen dlieparinase I (EC 4.2.2.7), au sein d'une 
25 solution tampon phosphate de pH7, en presence de chlorure de sodium et de BSA 
(Albumine de Serum Bovin), a une temperature comprise entre 10 et 18°C et, de 
preference 15°C, pendant 8 a 10 jours et, de preference, 9 jours. La depolymerisation 
est arretee par exemple par chauffage du milieu reactionnel a 100°C pendant 2 



15 



20 
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minutes et le melange est recupere par lyophilisation. II est preferable d'utiliser 7UI 
d'heparinase I pour 25 g dlneparine. La solution tampon phosphate comprend 
generalement 0,05 mol/1 de NaH 2 P04/Na 2 HP04 (pH 7) en presence de 0,1 mol/1 de 
chlorure de sodium. La concentration en BSA est generalement de 2%. 

5 Pour les intermediates de formule (II) pour lesquels n = 0, 1, 2, 3 ou 4, il est 
preferable de partir d'un melange (III) obtenu par depolymerisation d'un ester 
benzyl ique de 1'heparine. 

L'ester benzylique de rheparine peut etre prepare selon les methodes decrites dans les 
brevets US5389618, EP40144, FR2548672. Le taux d'esterification sera de 
10 preference compris entre 50 et 100 %. De fa<?on preferentielle, il sera compris entre 
70 et 90%. 

La depolymerisation s'effectue en milieu aqueux, au moyen d'un hydroxyde de metal 
alcalin (hydroxyde de lithium, soude, potasse ou hydroxyde de cesium par exemple) 
ou d'un hydroxyde d'ammonium quaternaire (hydroxyde de tetrabutylammonium par 

15 exemple), de preference, a une molarite comprise entre 0,1 et 0,2 mol/1, a une 
temperature comprise entre 40 et 80°C, pendant 5 a 120 minutes. Dans un mode 
prefere, on opere pendant 5 a 15 minutes, a une temperature comprise entre 60 et 
70°C, avec une solution dTiydroxyde de sodium 0,15 mol/1. La reaction de 
depolymerisation est arretee par neutralisation par addition d'un acide tel que l'acide 

20 acetique. Apres addition de 10% en poids par volume d'acetate de sodium, le melange 
^oligosaccharides est precipite par addition de methanol, de preference, 2 volumes 
pour 1 volume de milieu reactionnel et filtre. 

Selon un aspect prefere de ['invention, le melange ^oligosaccharides obtenu apres 
depolymerisation chimique, sous forme d'une solution aqueuse, est enrichi par 
25 ultrafiltration sur membranes avec un seuil de coupure nominal approprie (type 
Pellicon en cellulose regeneree commercialisees par Millipore); le type de membrane 
etant adapte en fonction du type ^oligosaccharides enrichis a recuperer. Pour les 
oligosaccharides (II) pour lesquels n = 0, on utilisera une membrane de seuil de 
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coupure nominal de 1 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels n = 1, on 
utilisera une membrane 1 kDa ou 3 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels n 
= 2, on utilisera une membrane 3 kDa, pour les oligosaccharides (II) pour lesquels n = 
3 ou 4, on utilisera une membrane 5 kDa. Au cours de cette operation, le permeat est 
5 recupere et le retentat rejete. Ainsi, la fraction de produit enrichi peut representer de 
50 a 10% du melange d'oligosaccharides initial tout en conservant au moins 80% de 
I'oligosaccharide desire. 

Pour les intermediates de formule (II) pour lesquels n = 0 a 25, il est preferable de 
partir d'un melange (III) obtenu par depolymerisation d'un ester benzylique de 

10 polysaccharide sulfate d'hemisynthese. L'ester benzylique de polysaccharide sulfate 
d'hemisynthese est prepare a partir de polysaccharides sulfates d'hemisynthese 
obtenus a partir du polysaccharide K5 et selon les methodes decrites dans les brevets 
W094/29352 et W096/ 14425. Les conditions d'esterification, de depolymerisation et 
de recuperation sont les memes que celles decrites precedemment pour Tester 

1 5 benzylique dTieparine. 

Dans tous les precedes precedents, ltieparine initiale peut etre d'origine porcine, 
ovine, caprine ou bovine et peut provenir des mucus, poumons ou peaux des animaux. 
De preference, on utilise une heparine de mucus porcin, ovin ou de poumons de boeuf 
et encore plus preferentiellement de mucus porcin. 

20 Les oligosaccharides de formule (I) presentent des proprietes anti-inflammatoires et 
peuvent ainsi etre utilisees pour la prevention ou le traitement de maladies liees a un 
processus inflammatoire impliquant la production de substances cytotoxiques telle 
que le monoxyde d'azote (NO) dont la forme inductible est liberee notamment par les 
neutrophiles ou les macrophages lorsque ceux-ci migrent et sont actives au niveau 

25 d'un tissu. L'activation, la migration, l'adhesion et Tinfiltration des neutrophiles se 
produit au niveau des zones tissulaires ischemiees a la suite d'une occlusion ou d*un 
spasme d'une artere vascularisant ce tissu. Ces ischemics peuvent se produire soit au 
niveau cerebral (accident vasculare cerebral), soit au niveau du myocarde (infarctus 
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du myocarde), soit au niveau des membres inferieurs (ischemics dites peripheriques). 
Les oligosaccharides de formule (I) peuvent ainsi etre utilisees pour la prevention 
et/ou le traitement des maladies neurodegeneratives pour lesquelles l'inflammation 
cerebral e joue un role deletere pouvant conduire a la mort parmi lesquelles on peut 

5 citer les ischemics cerebrales, les ischemics cardiaques (infarctus du myocarde), les 
ischemics peripheriques, les traumatismes du systeme nerveux central et notamment 
les traumatismes craniens, spinaux et cranio-spinaux, la sclerose en plaques, les 
douleurs neuropathiques et les neuropathies peripheriques, les maladies du 
motoneurone dont la sclerose laterale amyotrophique, le neuro-sida, Ja maladie 

10 d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la Choree de Huntington et certaines formes 
d'osteoarthrites notamment a localisation articulaire. 

L'activite anti-inflammatoire de ces produits est demontree in vivo dans le test de 
production de NOx (nitrite et nitrate) induite par un lipopolysaccharide (LPS) 
provenant d*E. Coli selon le protocole decrit par M. YAMASHITA et coll., Eur. J. 
15 Pharmacol, 338, 2, 151-158 (1997) ou J.E. SHELLITO et coll. Am. J. Respir. Cell 
Mol. Biol., 13, 1,45-53 (1995). 

On injecte, a des souris CD1 males (Charles River, 25-35g), a TO par voie 
intraveineuse bolus 0,5 mg/kg de l'oligosaccharide, a T+15 minutes, par voie sous- 
cutanee 1 ou 2 mg/kg de Toligosaccharide. A T+30 minutes, on administre 100 mg/kg 

20 de lipopolysaccharide (LPS) provenant d'E. Coli (Sigma L3 129, serotype 0127:B8). A 
T+3 heures on injecte a nouveau par voie sous-cutanee 1 ou 2 mg/kg de 
roligosaccharide. A T+5 heures 30 minutes, un echantillon de sang est recupere par 
ponction a l'oeil et les concentrations en NOx (nitrite et nitrate) dans le plasma sont 
determinees avec la methode colorimetrique de Griess apres reduction du nitrate en 

25 nitrite par nitrate reductase de la maniere suivante : 12 \i\ de Techantillon de plasma 
sont melanges avec 88 [il d'eau deionisee et incubes dans le noir 1 heure a 
temperature ambiante avec 40 \ii de tampon phosphate (0,3 1M, pH 7,5), 20 |il de (J- 
NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduit) (0,86mM), 20 }il de 
FDA (flavine adenine dinucleotide) (0,1 1 mM) et 20 >1 de nitrate reductase (2U/ml) 
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(Boehringer Mannheim). 10 |il de ZnS0 4 (1M) sont ajoutes pour precipiter les 
proteines et apres melange, les echantillons sont centrifuges a 20 OOOg pendant 5 
minutes. Finalement, 50 jlxI du supernageant sont incubes 10 minutes a temperature 
ambiante avec 100 pJ du reactif de Griess (sulfanilamide a 1 % dans un melange acide 
5 phosphorique/naphtyethylenediamine 0,1% dans l'eau deionisee (V/V)). Les densites 
optiques sont lues a 540 nm avec un spectrophotometre microplaques; chaque point 
etant determine 2 fois. KN0 3 et NaN0 2 sont utilises comme standard pour la methode 
colorimetrique. 

Dans ce test, les oligosaccharides selon l'invention inhibent a plus de 50 % la 
1 0 ' formation de NOx. 

Parmi les oligosaccharides de formule (I) preferes, on peut notamment citer les 
oligosaccharides pour lesquels : 

- n est egal a 0, Ri et R6 represented un radical S0 3 Na et M est sodium et le melange 
de ses diastereoisomeres 

15 - n est egal a 1, R t , R 2 , R3, Rs* R6, represented un radical S0 3 Na, R4 represente un 
atome dliydrogene et M est sodium et le melange de ses diastereoisomeres 

- n est egal a 2, Ri, R 2 , Rj, R5, R6 representent un radical S0 3 Na, R4 represente un 
atome d'hydrogene et M est sodium et le melange de ses diastereoisomeres. 

- n est egal a 2, R p R,, R 3 , R 5 , representent un radical S0 3 Na, R 5 represente un atome 
20 d'hydrogene ou un radical S03Na, R 4 represente un atome d'hydrogene et M est 

sodium et le melange de ses diastereoisomeres (derive 1 ,6 anhydro AIs-Is-IIs). 

Les exemples suivants sont representatifs de la preparation des oligosaccharides de 
formule (I) et des intermediates. 

Dans ces exemples les significations des abreviations sont les suivantes : 
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AIs : (acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-enopyranosyluronique)-(I ^4)-2-deoxy- 
2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glucopyranose, sel de tetrasodium ou bien AUA/?2S- 
(l-4)-a-D-GlcN/?2S6S 

Is : (acide 2-sulfo-a-L-idopyranosyluronique)-( 1 -+4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0- 
5 sulfo-oc-D-glucopyranose, sel de tetrasodium ou bien a-L-IdoAp2S- (l-*4)-a-D- 
GlcN/>2S6S 

lis: (acide a-L-idopyranosyluronique)-(1^4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D- 
glucopyranose, sel de trisodium ou bien a-L-IdoA/7- (1 -*4)-a-D-GlcN/?2S65 

Ills : (acide 2-sulfo-oc-L-idopyranosyluronique)-( 1 -^4)-2-deoxy-2-suIfoamino-a-D- 
1 0 glucopyranose, sel de trisodium ou bien a-L-Ido A/?2S- ( 1 — 4)-a~D-GlcN/?2S 

IdoAp : acide idopyranosyluronique 

GlcNp : 2-deoxy-2-aminoglucopyranose 

AUap : acide 4-deoxy-a-L-threo-hex-enopyranosyluronique 

S : sulfate 

15 EXEMPLES DE PREPARATION DES MELANGES DE FORMULE (II) 

EXEMPLE A - preparation des oligosaccharides de formule (II) pour lesquels n=0, 1 
et 2 par depolymerisation enzymatique et separation 

Dissoudre 25 g d'heparine dans 250 ml d'une solution tampon phosphate contenant 
0,05 mol/1 NaH 2 P04/Na 2 HP04 (pH = 7), 0,2 mol/1 de chlorure de sodium et 2 % de 
20 BSA (Albumine de Serum Bovin). On introduit dans le melange 7 UI d'heparinase I 
(EC 4.2.2.2.7) et la solution obtenue est refroidie a 15°C puis maintenue a cette 
temperature pendant toute la duree de la reaction de depolymerisation. L'avancement 
de la reaction est suivie par des prelevements echelonnes d'aliquots et analyses par 
chromatographic sur permeation de gel. Au bout de 9 jours, la reaction enzymatique 
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est arretee en chauffant le milieu reactionnel a 100°C pendant deux minutes. Le 
melange refroidi est ensuite lyophylise. On obtient ainsi un melange 
d'oligosaccharides (III). 

Le melange d'oligosaccharides (III) obtenu est ensuite chromatographic selon la 
5 methode suivante : La chromatographic s'effectue sur des colonnes remplies avec du 
gel polyacrylamide-agarose connu sous la denomination Ultrogel ACA 202 et le 
melange est elue par une solution contenant un tampon phosphate (0,02 mol/1 
NaH2P0 4 /Na 2 HP0 4 ) pH = 7 et 0,1 mol/1 de chlorure de sodium. La detection est 
realisee en spectrometrie UV (254 nm) et ionique (IBF). Les produits peuvent etre 
10 eventuellement purifies par chromatographic SAX (strong anion exchange) ou par 
precipitation fractionnee selon la methode decrite dans le brevet FR 2548672. Les 
fractions de produit recupere sont lyophilisees puis desalees sur une colonne remplie 
de gel sephadex G10 R (Pharmacia Biochemicals). 

Par cette methode, on obtient 3 g de disaccharide Is, 1100 mg d'un melange 
15 d'hexasaccharide contenant typiquement 55 % de derive AIs-Is-Is , 35 % de Als-Is-IIs 
et 10 % de Als-Is-IIIs. Ce dernier melange peut etre purifie selon les methodes 
connues de Phomme du metier pour en separer chacun des constituants ou utilise tel 
quel pour la transformation en derives 1,6 anhydro de formule (I). II est a noter qu'au 
cours de cette transformation rhexasaccharide AIs-Is-IIls ne peut conduire a la 
20 formation de composes de formule (I). 

EXEMPLE B - preparation des oligosaccharides de formule (II) pour lesquels n=0, 1 , 
2, 3 ou 4 par depolymerisation de Tester benzylique dTieparine et separation 

a - Preparation de Tester benzylique de ITieparine 

L'ester benzylique de ITieparine est prepare selon Texemple 3 du brevet US 5,389,618.' 
25 b- Depolymerisation 
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Dissoudre 100 g d'ester benzylique de l'heparine dans 1,9 1 d'eau demineralisee. Le 
melange est porte a 60°C sous agitation. Apres Tobtention d'une solution homogene, 
on introduit en une seule fois environ 35 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium a 
23 %. Apres 10 minutes de reaction, la solution est ensuite refroidie et neutralisee par 
5 80 ml d'une solution d'acide acetique environ 2 N. A cette solution, on ajoute 10 % 
en poids/volume d'acetate de sodium. Le melange d'oligosaccharides est precipite par 
addition d'environ 2 volumes de methanol. Le precipite est isole par filtration, lave au 
methanol a deux reprises puis seche sous pression reduite a 50°C. Apres sechage, on 
obtient 73,8 g d'un melange d'oligosaccharides (II). 

1 0 c- Enrichissement en oligosaccharide pour lequel n = I 

Dissoudre 30 g du melange d'oligosaccharides obtenu precedemment dans environ 35 
volumes d'eau. Cette solution est ultrafiltree sur membrane 3 kDa (Pellicon). Lorsque 
600 ml de permeat on ete soutires, on dilue le retentat par 500 ml d'eau. L'operation 
est poursuivie jusqu'a soutirement de 450 ml de permeat supplementaires. Les deux 
15 fractions de permeat sont reunies puis concentrees a sec sous pression reduite. On 
obtient 6,1 g d'un solide blanc jaunatre. L'analyse du solide par chromatographic de 
permeation sur gel indique qu'il contient environ 30 % d'oligosaccharide de formule 
(II) pour lequel n=l. 

d - Fractionnement des melanges d'oligosaccharides ultrafiltres 



20 



Le melange enrichi est fractionne sur des colonnes remplies avec du gel 
polyacrylamide-agarose connu sous la denomination Ultrogel ACA 202 (on utilise 4 
colonnes en serie d'un diametre de 10 cm et d'une hauteur de 50 cm). 5 g du melange 
enrichi par ultrafiltration sont dissous dans 25 ml d'eau puis elues par une solution 
0,2 moW de chlorure de sodium a la vitesse de 5 ml/min. On recueille en bas de 
25 colonne des fractions de 25 ml La detection des produits est realisee en spectrometrie 
UV (254 nm) et ionique (IBF). Les fractions de produit pour lequel n = 1 sont 
recuperees, lyophilisees puis desalees sur une colonne remplie de gel Sephadex G10. 
Apres lyophilisation, on obtient Ig de tetrasaccharide contenant typiquement 70 % de 
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derive AIs-Is de formule II (R|, R 2 , R 3 , Rs, R6 = SOjNa; R» = H et M = Na). Le derive 
Als-Is peut etre eventuellement purine par chromatographic SAX (strong anion 
exchange) ou selon un aspect preferentiel par precipitation fractionnee selon la 
methode decrite dans le brevet FR 2548672. 

5 EXEMPLE 1 

Dans un reacteur maintenu a 66°C, on introduit 5 ml d'une solution d'hydroxyde de 
sodium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 1 1 ,35). Sous agitation, on ajoute en une fois 30 mg de I'oligosaccharide de 
formule (II) pour lequel n est egal a 0, Ri et R 6 representent un radical S0 3 Na et M est 

10 sodium. Le pH est alors regule et maintenu a pH 1 1,35 par addition continue d'une 
solution d'hydroxyde de sodium a 0,5 mol/1. Apres 10 heures, on arrete l'ajout 
d'hydroxyde de sodium et le melange reactionnel est refroidi a 25°C. Le pH de la 
solution est alors ramene entre 6 et 7 par addition de resine Amberlite IR120. Le 
melange est filtre sur membrane Whatman GF/B puis concentre a sec sous pression 

1 5 reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine de 25°C. Le produit est repris avec 0,5 ml 
d'eau distillee puis lyophilise. On obtient ainsi 29 mg d'un melange de 
diastereoisomeres de I'oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est egal a 0, R ( et 
R 6 representent un radical S0 3 Na et M est sodium [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L- 
threo-hex-4-enopyranosyluronique-( 1 ->4)- 1 ,6-anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-f5-D- 

20 mannopyranose, sel de trisodium) : Spectre proton dans D,0, 400MHz, T=298K, 8 en 
ppm: 3,15 (IH, s, H2), 3,75 (2H, m, H6 et H3), 3,88 (1H, m, H4), 4,20 (1H, d, J=8Hz, 
H6), 4,22 (1H, t, J=5Hz, H3'), 4,58 (1H, m, H2'), 4,75 (1H, m, H5), 5,53 (1H, s, HI), 
5,60 (1 H, dd, J=6 et 1Hz, HI'), 6,03 (1H, d, J=5Hz, H4'); (acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a- 
L-threo-hex-4-enopyranosyluronique-( 1 ^4)- 1 ,6-anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-P-D- 

25 glucopyranose, sel de trisodium) : Spectre proton dans D.O, 400MHz, T=298K, 5 en 
ppm: 3,34 (1H, dd, J=7 et 2Hz, H2), 3,72 (1H, t, J=8Hz, H6), 3,90 (1H, m, H3), 4,03 
(1H, s, H4), 4,20 (1H, d, J=8Hz, H6), 4,23 (1H, t, J=5Hz, H3'), 4,58 (1H, m. H2'), 
4,78 (1H, m, H5), 5,50 (1H, s, HI), 5,60 (1H, dd, J=6 et 1Hz, HI'), 6,03 (1H, d, 
J=5Hz. H4')]. 
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EXEMPLE 2 

Dans un reacteur maintenu a 62°C, on introduit 33,3 ml d'une solution d'hydroxyde de 
sodium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 11,15). Sous agitation, on ajoute en une fois 200 mg de l'oligosaccharide 
5 de formule (II) pour lequel n est egal a 1, R|, R 2 , R3, R5 et R 6 representent un radical 
S0 3 Na, R4 represente un atome d'hydrogene et M est sodium. Le pH est alors regule 
et maintenu a pH 11,15 par addition continue d'une solution d'hydroxyde de sodium a 
0,5 mol/1. Apres 12 heures, on arrete 1'ajout d'hydroxyde de sodium et le melange 
reactionnel est refroidi a 25°C. Le pH de la solution est alors ramene entre 6 et 7 par 

10 addition de resine Amberlite IR120. Le melange est filtre sur membrane Whatman 
GF/B puis concentre a sec sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine 
de 25°C. Le produit est repris avec 3 ml d'eau distillee puis lyophilise. On obtient 
ainsi 230 mg de roligosaccharide de formule (I) pour lequel n est egal a 1, R|, R 2 , R3, 
R5, R6, representent un radical SOaNa, R4 represente un atome d'hydrogene et M est 

15 sodium, sous forme d'un melange des diastereoisomeres [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a- 
L-thrro-hex^-enopyranosyluronique-( 1 ^4^ 

glucopyranosyl-( I -»4)-acide 2-0-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -( 1 -^4)- 1 ,6- 
anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-p-D-mannopyranose, sel d'heptasodium): Spectre 
proton dans D : 0, 400MHz, T=298K, 5 en ppm: 3,15 (1H, s, H2), 3,25 (1H, m, H2"\ 

20 3,60 (1H, m, H3"), entre 3,70 et 4,70 (14H, massif, H3/H4/H6, H2'/H3'/H4'/H5', 
H4'VH5"/H6", H2 m /H3 m ), 4,75 (1H, m, H5), entre 5,20 et 5,40 (2H, m, HI' et HI"), 
5,45 (1H, m, HI'"), 5,56 (1H, m, HI), 5,94 (1H, d, J=5Hz, H4); (acide 4-deoxy-2-0- 
sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique -( 1 — >4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0- 
sulfo-a-D-giucopyranosyl-(1^4) acide -2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -(1— >4)- 

25 l,6-anhydro-2^eoxy-2-sulfoamino-p-D-glucopyranose, sel d'heptasodium) : Spectre 
proton dans D 2 0, 400MHz, T=298K, 5 en ppm: 3,25 (1H, m, H2"), 3,42 (1H, dd, J=4 
et 1Hz, H2), 3,60 (1H, m, H3"), entre 3,70 et 4,70 (14H, massif, H3/H4/H6, 
H2VH3VH47H5', H4"/H5"/H6", H2 m /H3 m ), 4,75 (1H, m, H5), entre 5,20 et 5,40 (2H, 
m, H l" et H 1 "), 5,45 ( 1 H, m, H 1 '"), 5,52 ( 1 H, m, H 1 ), 5,94 ( 1 H, d, J=5Hz, H4)]. 
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EXEMPLE 3 

Dans un reacteur maintenu a 62°C, on introduit 16,7 ml d'une solution d'hydroxyde de 
sodium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 1 1,7). Sous agitation, on ajoute en une fois 100 mg de 1'oligosaccharide de 

5 formule (II) pour lequel n est egal a 2, Ri, R 2 , R3, R5 et R 6 representent un radical 
S0 3 Na, R» represente un atome d'hydrogene et M est sodium. Le pH est alors regule 
et maintenu a pH 1 1,7 par addition continue d'une solution d'hydroxyde de sodium a 
0,5 mol/1. Apres 10 heures on arrete l'ajout d'hydroxyde de sodium et le melange 
reactionnei est refroidi a 25°C. Le pH de la solution est alors ramene entre 6 et 7 par 

10 addition de resine Amberlite IR120. Le melange est filtre sur membrane Whatman 
GF/B puis concentre a sec sous pression reduite (2,7 kPa), a une temperature voisine 
de 25°C. Le produit est repris avec 3 ml d'eau distillee puis lyophilise. On obtient 
ainsi 108 mg de l*oligosaccharide de formule (I) pour lequel n est egal a 2, Ri, R 2 , R 3 , 
R 5 , R 6 representent un radical S0 3 Na, R4 represente un atome d'hydrogene et M est 

15 sodium, sous forme d'un melange des diastereoisomeres. On note de A a F les sucres 
constitutifs des hexasaccharides, A etant le residu 1,6-anhydro et F le residu acide 
uronique insature. [(acide 4-deoxy-2-0-sulfo-a-L-threo-hex-4-enopyranosyluronique 
-(l-»4)- 2-deoxy-2-sulfoamino-6-<9-sulfo-a-D-glucopyranosyl-(l->4)- acide 2-0- 
sulfo-a-L-idopyranosyluronique -( 1 -»4)- 2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D- 

20 glucopyranosyl-( 1 ^4)-acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosy luronique-( 1 -»4)- 1 ,6- 

anhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-p-D-mannopyranose, sel d'undecasodium) : Spectre 
proton dans D.O, 600MHz, T=298K, 5 en ppm: 3,15 (1H, s, H2(A)), 3,25 (2H, m, 
H2(C+E)), 3,60 (2H, m, H3(C+E)), entre 3,65 et 4,50 (19H, massif, 
H2(B+D)/H3(A+B+D+F)/H4(A+B+C+D+E)/H5(C+E)/H6(A+C+E)), 4,60 (1H, s, 

25 H2(F)), 4,80 (3H, m, H5(A+B+D), 5,18 (1H, s. H1(D)), 5,30 (1H, s, H1(B)), 5,34 
(1H, d, Hl(O), 5,36 (1H, d, H1(E)). 5,46 (1H, s, H1(F)), 5,57 (1H, s, H1(A)), 5,95 
(1H, d, J=5Hz, H4(F)); (acide 4-deoxy-2-<9-sulfo-a-L-threo-hex-4- 
enopyranosyluronique-(l-*4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6-0-sulfo-a-D-glucopyranosyl- 
( 1 _»4)-acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique -( 1 ->4)-2-deoxy-2-sulfoamino-6- 

30 <9-sulfo-a-D-glucopyranosyl-( 1 ->4)-acide 2-O-sulfo-a-L-idopyranosyluronique- 



01290S5A2 I > 



WO 01/29055 



PCT/FR00/02897 



(1^4)-l,6-cinhydro-2-deoxy-2-sulfoamino-P-£>glucopyranose, sel d'undecasodium) : 
Spectre proton dans D : 0, 600MHz, T=298K, 5 en ppm: 3,25 (2H, m, H2(C+E)), 3,42 
(IH, m, H2(A)), 3,60 (2H, m, H3(C+E)), entre 3,65 et 4,50 (19H, massif, 
H2(B+D)/H3(A+B+D+F)/H4(A+B+C+D+E)/H5(C+E)/H6(A+C+E)), 4,60 (IH, s, 
5 H2(F)), 4,80 (3H, m, H5(A+B+D), 5,18 (IH, s, H1(D)), 5,31 (IH, s, H1(B)), 5,34 
(IH, d, H1(C)), 5,36 (IH, d, H1(E)), 5,46 (IH, s, H1(F)), 5,52 (IH, s, H1(A)), 5,95 
(lH,d, J=5Hz, H4(F))]. 

EXEMPLE 4 

Dans un reacteur maintenu a 62°C, on introduit 4 ml d'une solution dliydroxyde de 

10 sodium a 0,0316 mol/I. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 11,8). Sous agitation, on ajoute en une fois 100,8 mg un melange 
d'oligosaccharides de formule (II) pour lequel n est egal a 2 comprenant 55 % de 
derive AIs-Is-Is (Ri, R 2 , R3, R5 et R* representent un radical S0 3 Na, R4 represente un 
atome d'hydrogene et M est sodium), 35 % de AIs-Is-IIs (Ri, R 2 , R 3 > et representent 

15 un radical S0 3 Na, R 5 represente soit un radical S0 3 Na ou un atome d'hydrogene, R4 
represente un atome d'hydrogene et M est sodium) et 10 % de AIs-Is-HIs (Ri, R 2 , R3, 
R 5 et R 6 representent un radical S0 3 Na, R4 represente un atome d'hydrogene et M est 
sodium, la fonction S0 3 M du carbone C6 etant remplacee par un hydrogene). Le pH 
est alors regule et maintenu a pH 11,8 par addition continue d'une solution 

20 dTiydroxyde de sodium a 0,5 mol/1. Apres 1 1 heures, on arrete Tajout dTiydroxyde de 
sodium et le melange reactionnel est refroidi a 25°C. Le pH de la solution est alors 
ramene entre 6 et 7 par addition de resine Amberlite IR120. Le melange est filtre sur 
membrane Whatman GF/B puis concentre a sec sous pression reduite (2,7 kPa), a une 
temperature voisine de 25°C. Le produit est repris avec 1,5 ml d'eau distillee puis 

25 lyophilise. On obtient ainsi 110 mg d'un melange d'oligosaccharides de formule (I) 
pour lequel n est egal a 2, contenant notamment le derive 1,6 anhydro AIs-Is-Is (Ri, 
R2, R3, Rs, R6 representent un radical S0 3 Na, R4 represente un atome d'hydrogene et 
M est sodium) et le derive 1,6 anhydro AIs-Is-IIs (R,, R 2 , R3, R6, representent un 
radical S0 3 Na, R 5 represente soit un radical S0 3 Na ou un atome d'hydrogene, R4 
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represente un atome d'hydrogene et M est sodium). L'analyse CLHP 
(Chromatographic Liquide Haute Performance) en mode paire d'ions permet de 
suivre la transformation en derives de formule (I). Dans ce cas, le dosage CLHP 
montre que la transformation est realisee pour les derives AIs-ls-Is, AIs-Is-lIs. 

5 EXEMPLE 5 

Dans un reacteur maintenu a 66°C, on introduit 8,6 ml d'une solution d'hydroxyde de 
lithium a 0,025 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 1 1,68). Sous agitation, on ajoute en une fois 50 mg de ^oligosaccharide 
de formule (II) pour lequel n est egal a 0, R, et R 6 represented un radical S0 3 Na et M 

1 0 est sodium. Le pH est alors regule et maintenu a pH 1 1 ,68 par addition continue d'une 
solution d'hydroxyde de lithium a 0,466 mol/1. Apres 8 heures, on arrete l'ajout 
d'hydroxyde de lithium et le melange reactionnel est refroidi a 25°C. L'analyse CLHP 
(Chromatographic Liquide Haute Performance) en mode paire d'ions permet de 
suivre la transformation en derive de formule (I) pour lequel n est egal a 0, R ( et R* 

15 represented un radical SOjNa et M est sodium ou lithium. Dans ce cas, le dosage 
CLHP montre que la transformation est realisee a 100%. Le rendement par etalonnage 
externe est de 8 1 ,2%. 

EXEMPLE 6 

Dans un reacteur maintenu a 66°C, on introduit 8,3 ml d'une solution d'hydroxyde de 
20 potassium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 1 1,1). Sous agitation, on ajoute en une fois 50 mg de roligosaccharide de 
formule (II) pour lequel n est egal a 0, R, et R« represented un radical S0 3 Na et M est 
sodium. Le pH est alors regule et maintenu a pH 1 1,1 par addition continue d'une 
solution d'hydroxyde de potassium a 0,515 moll. Apres 24 heures, on arrete l'ajout 
25 d'hydroxyde de potassium et le melange reactionnel est refroidi a 25°C. L'analyse 
CLHP (Chromatographic Liquide Haute Performance) en mode paire d'ions permet 
de suivTe la transformation en derive de formule (I) pour lequel n est egal a 0, R| et R 6 
representent un radical SQ 3 Na et M est sodium ou potassium. Dans ce cas, le dosage 
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CLHP montre que la transformation est realisee a 100%. Le rendement par etalonnage 
externe est de 75,6 %. 

EXEMPLE 7 

Dans un reacteur maintenu a 66°C, on introduit 8,3 ml d'une solution d'hydroxyde de 
5 cesium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris comme valeur 
cible (pH = 10,75). Sous agitation, on ajoute en une fois 50 mg de l'oligosaccharide 
de formule (II) pour lequel n est egal a 0, Rj et representent un radical S0 3 Na et M 
est sodium. Le pH est alors regule et maintenu a pH 10,75 par addition continue d'une 
solution d'hydroxyde de cesium a 0,476 mol/1. Apres 20 heures, on arrete Taj out 

10 d'hydroxyde de cesium et le melange reactionnel est refroidi a 25°C. L'analyse CLHP 
(Chromatographic Liquide Haute Performance) en mode paire d'ions permet de 
suivre la transformation en derive de formule (I) pour lequel n est egal a 0, Rj et 
representent un radical S0 3 Na et M est sodium ou cesium. Dans ce cas, le dosage 
CLHP montre que la transformation est realisee a 90,3%. Le rendement par 

1 5 etalonnage externe est de 73 %. 

EXEMPLE 8 

Dans un reacteur maintenu a 66°C, on introduit 8,3 ml d'une solution d'hydroxyde de 
tetrabutylammonium a 0,0063 mol/1. Le pH de la solution est alors mesure et pris 
comme valeur cible (pH = 10,95). Sous agitation, on ajoute en une fois 50 mg de 

20 roligosaccharide de formule (II) pour lequel n est egal a 0, R, et R« representent un 
radical S0 3 Na et M est sodium. Le pH est alors regule et maintenu a pH 10,95 par 
addition continue d'une solution d'hydroxyde de tetrabutylammonium a 0,521 mol/1. 
Apres 1 6 heures, on arrete l'ajout d'hydroxyde de cesium et le melange reactionnel est 
refroidi a 25°C. L'analyse CLHP (Chromatographic Liquide Haute Performance) en 

25 mode paire d'ions permet de suivre la transformation en derive de formule (I) pour 
lequel n est egal a 0, Ri et R« representent un radical S0 3 Na et M est sodium ou 
tetrabutylammonium. Dans ce cas, le dosage CLHP montre que la transformation est 
realisee a 96,7 %. Le rendement par etalonnage externe est de 65 %. 
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Les medicaments selon I'invention comprennent en tant que principe actif au moins 
un oligosaccharide de fonrnule (I) ou un melange d'oligosaccharides de formule (I), 
sous forme d'une composition dans laquelle il est associe a tout autre produit 
pharmaceutiquement compatible, pouvant etre inene ou physiologiquement actif. Les 
5 medicaments selon l'invention peuvent etre employes par voie intraveineuse, sous- 
cutanee, orale, rectale, topique ou pulmonaire (inhalation). 

Les compositions steriles pour administration intraveineuse ou sous-cutanee, sont 
generalement des solutions aqueuses. Ces compositions peuvent egalement contenir 
des adjuvants, en particulier des agents mouillants, isotonisants, emulsifiants, 
10 dispersants et stabilisants. La sterilisation peut se faire de plusieurs fagons, par 
exemple par filtration aseptisante, en incorporant a la composition des agents 
sterilisants, par irradiation. Elles peuvent egalement etre preparees sous forme de 
compositions solides steriles qui peuvent etre dissoutes au moment de I'emploi dans 
de l'eau sterile ou tout autre milieu sterile injectable. 

15 Comme compositions solides pour administration orale, peuvent etre utilises des 
comprimes, des pilules, des poudres (capsules de gelatine, cachets) ou des granules. 
Dans ces compositions, le principe actif est melange a un ou plusieurs diluants 
inertes, tels que amidon, cellulose, saccharose, lactose ou silice, sous courant d'argon. 
Ces compositions peuvent egalement comprendre des substances autres que les 

20 diluants, par exemple un ou plusieurs lubrifiants tels que le stearate de magnesium ou 
le talc, un agent favorisant 1'absorption orale, un colorant, un enrobage (dragees) ou 
un vernis. 

Comme compositions liquides pour administration orale, on peut utiliser des 
solutions, des suspensions, des emulsions, des sirops et des elixirs 
25 pharmaceutiquement acceptables contenant des diluants inertes tels que l'eau, 
i'ethanol, le glycerol, les huiles vegetales ou lluiile de paraffme. Ces compositions 
peuvent comprendre des substances autres que les diluants, par exemple des produits 
mouillants, edulcorants, epaississants, aromatisants ou stabilisants. 
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Les compositions pour administration rectale sont les suppositoires ou les capsules 
rectales qui contiennent, outre le produit actif, des excipients tels que le beurre de 
cacao, des glycerides semi-synthetiques ou des polyethyleneglycols. 

Les compositions pour administration topique peuvent etre par exemple des cremes, 
5 lotions, collyres, collutoires, gouttes nasales ou aerosols. 

Les doses dependent de Teffet recherche, de la duree du traitement et de la voie 
d'administration utilisee; elles sont generalement comprises entre 0,5 mg et 10 mg par 
kg par jour par voie sous-cutanee soit 3 a 60 mg par jour pour un adulte de-60 kg. 

D'une fa?on generate, le medecin determinera la posologie appropriee en fonction de 
1 0 l'age, du poids et de tous les autres facteurs propres au sujet a traiter. 

L' invention concerne egalernent la methode de prevention ou de traitement de 
maladies liees a un processus inflammatoire impliquant la production de substances 
cytotoxiques telle que le nitrite oxyde (NO). Les oligosaccharides de formule (I) 
peuvent ainsi etre utilisees pour la prevention et/ou le traitement des maladies 

15 neurodegeneratives pour lesquelles rinflammation cerebrale joue un role deletere 
pouvant conduire a la mort parmi lesquelles on peut citer les ischemics du systeme 
nerveux central, les ischemics cerebrales, les ischemics de la retine et de la cochlee, 
les ischemics cardiaques (infarctus du myocarde) ? les ischemics peripheriques, les 
traumatismes du systeme nerveux central et notamment les traumatismes cr aniens, 

20 spinaux et cranio-spinaux, les traumatismes de la retine et de la cochlee, la sclerose en 
plaques, les douleurs neuropathiques et les neuropathies peripheriques, les maladies 
du motoneurone dont la sclerose laterale amyotrophique, le neuro-sida, la maladie 
d 1 Alzheimer, la maladie de Parkinson et la Choree de Huntington et certaines formes 
^osteoarthrites notamment a localisation articulaire. 

25 
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REVINDICATIONS 
1 - Oligosaccharides de formule : 




(I) 



dans laquelle n est un entier de 0 a 25, R|, R 3 , R4 ct R 5 , identiques ou differents, 
5 representent un atome dTiydrogene ou un radical SO3M, R 2 et R*, identiques ou 
differents, representent un atome dTiydrogene ou un radical SO3M ou COCH 3 et M 
est sodium, calcium, magnesium ou potassium, un melange de ces oligosaccharides et 
leurs diastereoisomeres. 

2 - Oligosaccharides de formule (I) selon la revendication 1 pour lesquels R4 
10 rcpresente un atome dTiydrogene, un melange de ces oligosaccharides et leurs 

diastereoisomeres. 

3 - Oligosaccharides de formule (I) selon l'une des revendi cations 1 ou 2 pour lesquels 
n est un entier de 0 a 10, un melange de ces oligosaccharides et leurs 
di aster eoisomeres. 

15 4 - Oligosaccharides de formule (I) selon Tune des revendications 1 ou 2 pour lesquels 
n est un entier de 0 a 6, un melange de ces oligosaccharides et leurs 
diastereoisomeres. 

5 - Oligosaccharides de formule (I) selon Tune des revendications 1 ou 2 pour lesquels 
n est un entier de 1 a 6, un melange de ces oligosaccharides et leurs 
20 diastereoisomeres. 
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6 - Procede de preparation des oligosaccharides de fonmule (I) selon la revendication 
I caracterise en ce que Ton fait reagir un hydroxyde de metal alcalin ou d'ammonium 
quatemaire sur des oligosaccharides de formule : 




5 dans laquelle n est un entier de 0 a 25, R|, R 3 , R4 et R 5 , identiques ou differents, 
representent un atome d'hydrogene ou un radical SO3M, R 2 et R6, identiques ou 
differents, representent un atome dliydrogene ou un radical SO3M ou COCH 3 et M 
est sodium, calcium, magnesium ou potassium, ou un melange de ceux-ci et isole les 
oligosaccharides ou leurs melanges. 

10 7 - Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que Ton effectue la reaction en 
milieu aqueux, a une temperature de 40 a 80°C et a un pH de 10 a 13. 

8 - Procede selon Tune des revendications 6 ou 7 caracterise en ce que Ton utilise une 
solution aqueuse de 1 a 5% dTiydroxyde de metal alcalin ou d'ammonium quatemaire. 

9 - Procede selon Tune des revendications 6 a 8 caracterise en ce que la reaction 
1 5 s'effectue a une temperature de 60 a 70°C. 

10 - Procede selon Tune des revendications 6 a 9 caracterise en ce que le pH 
reactionnel est de 1 1 a 12,5. 

11 - Procede selon des revendications 6 a 10 caracterise en ce que ITiydroxyde de 
metal alcalin ou d'ammonium quatemaire est la soude, la potasse, Thydroxyde de 

20 lithium, de cesium ou Fhydroxyde de tetrabutylammonium. 
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12 - Compositions pharmaceutiques contenant en tant que principe actif au moins un 
oligosaccharide selon la revendication 1 . 

13 - Compositions pharmaceutiques contenant en tant que principe actif au moins un 
oligosaccharide selon l'une des revendications 1 a 5. 

5 14 - Utilisation des oligosaccharides de formule (I) selon l'une des revendications 1 a 
5 pour la preparation d'un medicament utile pour la prevention ou le traitement de 
maladies liees a un processus inflammatoire impliquant la production de nitrite oxyde 
(NO). 

15 - Utilisation des oligosaccharides de formule (I) selon la revendication 14 pour la 
10 preparation de medicaments utiles pour la prevention et le traitement des ischemics 
cerebrates, cardiaques ou vasculaires peripheriques, ^osteoarthrites, des traumatismes 
du systeme nerveux central, des traumatismes craniens, spinaux et cranio-spinaux, de 
la sclerose en plaques, des douleurs neuropathiques et des neuropathies peripheriques, 
des maladies du motoneurone, de la sclerose laterale amyotrophique, du neuro-sida, 
15 de la maladie d' Alzheimer, de la maladie de Parkinson et de la Choree de Huntington. 
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